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La presente invention conceme de nouveaux adjuvants pour compositions vaccinales 
ainsi que lesdites compositions comprenant au moins un ^ntigene, notamment un antigene 
d'origine virale, bacterienne oxi parasitaire et au moins un adjuvant. 

De tres nombreuses substances sont decrites comme ameliorant la reponse immuni- 
taire a un antigene. 

II y a les sels mineraux insolubles dans Teau, parmi lesquels Thydroxyde 
d'aluminium et le phosphate de calcium sont les plus connus et sont les seuls autorises a ce 
jour pour la vaccination humaine. lis induisent peu de reactions d'intolerance au site d'injec- 
tion mais leur efficacite est par contre mediocre et leur effet de courte duree. 

II y aussi les huiles injectables utilisees comme adjuvants dans les vaccms yeterinai- 
res. EUes sont tres efficaces mais elles induisent parfois des reactions locales. Elles SQi^t; mi- 
ses en ceuvre en melange avec le milieu antigenique pour former des emulsions fluides in- 
jectables. f 

Lorsque ces emulsions sont du type huile - dans - eau (WE), la protection de^'ani- 
mal contre la maladie est assuree rapidement, mais seulement pendant une courte duree, de 
I'ordre de quelques mois. 

Lorsque ces emulsions sont du type eau - dans - huile (E/H), la protection de Tani- 
-mal contre la maladie n'est assuree qu*au bout^de-quelques semaines mais elle dure long- 
temps, jusqu'a une annee ou plus. On pense que cette protection a long terme est due a Ten- 
robage par ITiuile, des goultes de milieu antigenique. 

II y a encore les sels hydrosolubles de cations multivalents associes a un anion orga- 
nique qui ont ete decrits dans les brevets fran9ais publics sous les numeros FR 2 733-151 et 
FR 2 754 715. Ces sels solubles sont tres bien toleres et assurent une protection rapide, 
mais de courte duree, lorsqu'Us sont utilises comme adjuvant unique. Lorsqu'ils sont combi- 
nes a des huiles sous forme d' emulsions ou de micro - emulsions (H/E), ils induisent une 
protection prolongee de duree cependant inferieure a celle conferee par des vaccins de type 
(E/H), 
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Le brevet araericain public sous le numero 3,925,544 et le brevet beige public sous 
le numero 623,825, divulguent des compositions vaccinales comprenant comma adjuvant, 
de 1 a 5 % poids / volume d'alginate de sodium et des ions d'insolubilisation de I'alginate, 
tels que I'ion calcium, la concentration des ions sequestres d'insolubilisation de i'alginate, 
etant inferieure k la concentration necessaire pour former une quantite de gel insoluble. 

II n'existe pas aujourd'hui de moyens de vaccination permettant a la fois d'assurer 
tres rapidement une protection centre la maladie et de maintenir cette protection pendant 
longtemps. La demanderesse s'est done attachee a resoudre ce probleme en developpant un 
adjuvant d'immunite qui n'ait pas les inconvenients precites. 

C'est pourquoi I'invention a pour objet, une composition comprenant une phase 
grasse et une quantite non nulle d'un gel organometailique obtenu par complexation d'un 
polymere anionique ou d'un melange de polym^res anioniques diflferents, avec un cation 
metallique multivalent ou un melange de cations metalliques multivalents differents. 

Dans la composition objet de la presente invention, le gel organometailique est sus- 
ceptible d'etre obtenu par melange d'un volume Vc d'une suspension ou d'une solution 
contenant le sel de cation multivalent ou un melange de sels de cations multivalents, avec un 
volume Vp d'une solution ou d'une suspension contenant le polymere anionique ou un me- 
lange de polymeres anioniques en des proportions suffisantes pour provoquer le phenom^ne 
de gelification conduisant au gel organometailique, avec si necessaire, agitation du melange 
resultant. 

La phase grasse constitutive de la composition objet de la presente invention, com- 
prend generalement un ou plusieurs composes choisis-parmi- les huiles d'origine minerale, 
vegetale ou animate, tes esters alkyliques desdites huUes, les esters alkyliques d'acides gras 
ou les ethers alkyliques d'acides gras, les esters d'acides gras et de polyols ou les ethers d'al- 
cools gras et de polyols. 

Comme exemples d'huile d'origine minerale, 11 y a les huUes d'origine petroliere, 
comme les huiles blanches minerales telles que le MARCOLtm 52. Connne exemptes d'hui- 
les d'origine vegetale, U y a I'huile d'arachide, I'huile d'oUve, I'huile de sesame, I'huile de soja, 
I'huile de germes de ble, I'huUe de pepins de raisin, I'huite de toumesol, I'huile de ricin, I'huite 
•de lin, I'huUe de soja, I'huile de mais, I'huile de coprah, I'huile de palme; I'huile de noix, I'huite 
de noisette, I'huile de colza ou encore le squalane ou le squatene d'oUve. Comme exemptes 
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d'huiles d'origiiie animale, D y a Fhuile de spermaceti, Thuile de suif, le squalane ou le squa- 
lene extraits des foies de poissons. 

Comme exemples d'esters alkyliques d'huiles, il y a les esters methylique, ethylique, 
propyliques lineaire ou rainifie ou butyliques, lineaire ou ramifies, desdites huiles. 

Comme acides gras appropries a la preparation des esters cites ci-dessus, 11 y a plus 
particulierement, ceux comportant de 12 a 22 atomes d^ carbone, tels que par exemple, 
Tacide myristique, I'acide palmitique, I'acide oleique, I'acide ricinoleique ou Tacide isosteari- 
que et avantageusement un acide gras liquide a 20^C. 

Comme exemples d'esters d'acides gras, il y a les esters alkyliques d'acides gras, tels 
que, Toleate d'ethyle, Toleate de methyle, le myristate d'isopropyle ou le palmitate d'octyle, 
les esters d'acides gras et de polyols ou les ethers d'alcools gras et de polyols, et plus parti- 
culierement, les monoglycerides d'acides gras, les diglycerides d'acides gras, les triglycerides 
d'acides gras, les esters d'acides gras avec un polyglycerol ou les esters d'acides grasrgt de 
propyleneglycol, les esters d'acides gras avec un hexol, tel que par exemple le sorbitol qu le 
mannitol, les esters d'acides gras avec un anhydride d'hexol, comme le sorbitane ou le^ man- 
nitane. . 

Dans le cadre de la presente invention, la phase grasse peut comprendre un seiildes 
composes cites ci-dessus ou bien im melange de plusieurs des composes cites ci-dessus.;.^ 

La composition objet de la presente invention comprend generalement entre enj^iron 
5% et 70% en poids, et plus particulierement entre 1 5% et 60% en poids de phase grasse. 

Parmi les cations metalliques multivalents susceptibles d'etre complexes avec le po- 
lymere anioniquelDu "le melange de polymeres anioniques, il y a plus particulierement les ca- 
tions metalliques divalents ou trivalents et tout particulierement les cations divalents du cal- 
cium, du magnesium, du manganese ou du zinc ou bien les cations trivalents du fer ou de 
raluminium. 

Dans la suspension ou la solution de sels de cations, susceptible d'etre mise en oeuvxe 
pour obtenir le gel organometallique, contenu dans la composition objet de la presente in- 
vention, la concentration en cations metaUiques [C], exprimee en mole par litre de -solution 
ou suspension, est generalement comprise entre enviion 10""' mole par litre el 10 moles par 
litre, plus particulierement entre 10*^ mole, par litre et 5 moles par litre et tout particuliere- 
ment entre 0,1 mole par litre et 1 mole par litre. r 
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Ces sels de cations sont pharmaceutiquement acceptables. II s'agit par exemple d'un 
hydroxyde, d'un carbonate, d'un citrate, d'un gluconate, d'un glucoheptonate, d'un fructo- 
heptonate, d'un lactate, d'un acetate, d'un propionate, d'un salicylate, d'un chlorure ou d'un 
glycerophosphate. 

Comme exemples de sels mis en oeuvre dans la preparation du gel organometallique 
de la composition objet de la presente invention, il y a rhydroxyde de calcium, le carbonate 
de magnesium, le carbonate de manganese, le gluconate de calciurau le gluconate de manga- 
nese, le glycerophosphate de manganese, le gluconate de zinc, le fructoheptonate de cal- 
cium, le salicylate d'aluminium ou Tacetate d'aluminium. 

Selon un mode particulier de la presente invention, le sel de cation multivalent mis 
en oeuvre est le glycerophosphate de manganese ou un melange de glycerophosphate de 
manganese et de gluconate de manganese. 

Parmi les polymeres anioniques susceptibles d'etre complexes avec les cations metal- 
liques multivalents, il y a plus particulierement les polymeres sulfates, le dextrane, les car- 
raghenates, les polymeres carboxyliques, les poly aery la tes, les pectines, les alginates, les 
gommes naturelles, la gomme xanthane ou la gomme de guar. 

Selon un mode particulier de la presente invention, le polymere anionique mis en 
oeuvre est un alginate de sodium. 

Dans la suspension ou la solution de polymeres anioniques, susceptible d'etre mise 
en oeuvre pour obtenir le gel organometallique, contenu dans la composition objet de la pre- 
sente invention, la concentration en polymeres anioniques [P], exprimee en pourcentage 
ponderal de-la-solution ou de la suspension, est generalement comprise-entre environ 0,1 % 
et 10 % en poids, plus particuUerement entre 0,5 % et 5 % en poids et tout particulierement 
entre 1 % et 5 % en poids. 

Les proportions en suspension ou solution de sel du cation et en solution ou suspen- 
sion de pol^Tiiere anionique pour realiser le melange conduisant a I'obtention du gel orga- 
nometallique, sont choisies de sorte que le rapport [P] / [C], est compris entre 0,01 et 100, 
plus particulierement entre 0,1 et 50 et tout particulierement entre 1 et environ 10. 

Les solvants desdites suspensions ou solutions mises en oeuvre pour preparer le gel 
organometalliques sont generalement des solvants polaires et de preferences miscibles entre 
eux. II s'agit de preference d'eau ou d'un melange hydro - alcoholique pharmaceutiquement 
acceptable. 
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Selon un aspect particuUer de la presente invention, le gel organometaUique est sus- 
ceptible d'etre obtenu par melange d'une suspension ou d'une solution aqueuse contenant le 
sel de cation multivalent ou un melange de sels de cations multivalents, avec une solution ou 
une suspension aqueuse contenant le polymere anionique ou le melange de polymeres anio- 
5 niques, avec si necessaire, agitation du melange resultant. 

Selon un autre aspect particuUer de la presente invention, le gel organometaUique est 
• susceptible d'etre obtenu pan melange d'une suspension ou. d'une solution aqueuse contenant 
un sel de cation multivalent, avec une solution ou une suspension aqueuse contenant un po- 
lymere anionique, avec si necessaire, agitation du melange resultant, 
10 La composition telle que definie precedemment, est de preference sous forme d'une 

emulsion et en particuUer sous forme d'une emulsion dont la phase continue est la phase 
grasse et la phase dispersee le complexe geUfie polymere anionique - cation metaUique mul- 
tivalent. ... T 

La composition teUe que definie precedemment, pent comprendre aussi,un <^u plu- . 

1 5 sieurs tensioactifs pharmaceutiquement acceptables. . r?:;. 

Parmi les agents tensioactifs mis en oeuvre dans la composition objet de la presente 
invention, il y a les tensioactifs non ioniques, par exemple, les esters de polyglycergls, les 
esters de sucres comme les esters de sorbitan de mannitane ou de saccharose, les esters de , 
sucres ethoxyles, les alcools gras alcoxyles, les acides gras ethoxyles, les monoglyc#|jcies et 
20 les diglycerides modifies par reaction avec I'acide acetique ou I'acide lactique;. les mono 
glycerides, les diglycerides ou les triglycerides etho?cyles, les ethers de sucres, tels que les 
ethers de glucose, les ethers de'xylose ou les ethers de lactitol. : • 

Les tensioactifs mis en oeuvre sont plus particulierement choisis de fafon a ce que le 
HLB du melange de tensioactifs soit compris entre 4 et 12 et de preference, entre 5 et 8. 
25 • La composition telle que definie ci-dessus, comprend generalement entre environ 

0,5% et 10% en poids et de preference entre 1% et 5% en poids de tensioactifs. 

L'invention a aussi pour objet un precede de preparation de I'emulsion telle que defi- 
nie precedemment, comprenant les etapes suivantes : 

(a) la preparation d'une suspension ou d'une solution aqueuse contenant au moins un 
30 sel insoluble de cation multivalent, au moins un polymere anionique hydrosoluble et even- 
tuellement au moins un agent tensioactif hydrophile ; 
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(b) remulsification de la suspension preparee a I'etape a), avec une phase huileuse 
contenant eventuellement un agent tensioactif lipophile ; 

(c) si necessaire la solubilisation du sel insoluble de cation multivalent par modiJBca- 
tion de pH de 1' emulsion ; 

(d) eventuellement Tajout d'un exces de cation multivalent ; et 

(e) la neutralisation de Temulsion finale obtenue. ' 

L'etape (a) du pro cede consiste generalenient en un melange d'un volume Vc d'une 
suspension ou d'une solution de sel du cation avec un volume Vp d'une solution ou d'une 
suspension de polymere anionique, dans un rapport volumique Wc/Vp generalement compris 
entre 1/ 100 et 1 / 1 de preference entre 1 / 50 et 1 / 10, soit en versant la suspension ou la 
solution de sel de cation dans la solution ou la suspension de polymere anionique avec, si 
necessaire, agitation du melange resultant, soit en versant la suspension ou la solution de 
polymere anionique dans la solution ou la suspension de sel de cation avec, si necessaire, 
agitation du melange resultant. : 

On met de preference en oeuvre dans l'etape (a), un ou plusieurs sels choisis parmi 
Thydroxyde de calcium, le carbonate de magnesium, le carbonate de manganese, le gluco- 
nate de calcium, le gluconate de manganese, le glycerophosphate de manganese, le gluco- 
nate de zinc, le fiructoheptonate de calcium, le salicylate d'aluminium ou Tacetate d'alumi- 
nium. 

Selon une variante particuliere du procede tel que defini precedemment, Temulsion 
obtenue a I'etiape (e) est dissoute dans un solvant de la phase grasse pour obtemr une sus- 
pension de gel organometallique et la suspension resultante est soumise a une centrifugat-ion- 
pour isoler ledit gel Cette variante est mise en oeuvre pour preparer une composition a fai- 
ble teneur en huile. 

Selon un autre aspect de la presente invention, celle - ci a pour objet, Tutilisation de 
ia composition telle que definie precedemment, comme phase adjuvante d'une composition 
vaccinale. 

L'invention a aussi pour objet un procede de preparation d'un vaccin comprenant 
I'adjonction comme adjuvant d'immunite, d'une quantite efficace de la composition telle que 
definie precedemment. 

La composition telle defmie precedemment pent etre utilisee en combiijaison avec 
des adjuvants huileux classiques, connus de I'homme du metier. 
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■ " Lorsque le vaccin prepare est de type emulsion E/H, on melange la composition ob- 
jet de la presente invention avec la phase antigenique puis on emulsionne le tout. 

Selon un dernier aspect de la presente invention celle a pour objet une composition 
comprenant au moins un antigene ou au moins un generateur in vivo d'un compose compre- 
5 nant une sequence d'acides amines et une quantite non nulle d'une composition telle que d6- 
finie precedemment. • . 

Par antigene ou au moins im generateur in vivo d'un compose comprenant une se- 
quence d'acides amines, on designe soit des micro-organismes tues, tels que les virus, les 
bacteries ou les parasites, soit des fractions purifiees de ces micro-organismes, soit des 
10 micro-organismes vivants dont le pouvoir pathogene a ete attenue. A titre d'exemples de vi- 
rus pouvant constituer un antigene selon la presente invention, il y a le virus de la rage, les 
herpes virus, tels que le virus de la maladie d'Aujeszky, les orthonuxovirus tels que Influen- 
zae, les picomavirus tels que le virus de la fievre aphteuse ou les retrovirus tels que les VIH. 
A titre de micro-organisme du type bacterien pouvant constituer un antigene selon la pre- 
15 sente invention, on peut citer E. Coli, et ceux des genres PasteureUa, Furonculo^is, Vibrio- 
sis, Staphylococcus et Streptococcus. A titre d'exemples de parasites, il y a ceux des genres 
Trypanosoma, Plasmodium et Leishmania. On peut aussi citer les virus recombinants no- 
tamment les virus non enveloppes, tels que les adenovirus, le virus de la vaccine, le virus 
Canarypox, les herpes virus ou les baculovirus. On designe aussi un vecteur recombinant vi- 
20 ' ral non enveloppe vivant, dont ie genome contient, inseree de preference dans une partie 
non essentielle pour la replication du virus enveloppe correspondant, une sequence codant. 
pour une sous - unite antigenique induisant une--synthese d'anticorps et/ou un eflet protec- 
teur contre le susdit virus enveloppe ou micro-organisme pathogene ; ces sous - unites anti- 
geniques peuvent etre par exemple, une proteine, une glycoproteine, un peptide ou une 
25 fraction peptidique et/ou protectrice contre une infection par un micro-organisme vivant tel 
un virus enveloppe, une bacterie ou un parasite. Le gene exogene insere dans le micro- 
organisme peut etre, par exemple, issu d'un virus Aujeszky ou HIV, 

On peut citer notamment un plasmide recombinant constitue d'une sequence de nu- 
cleotides, dans laquelle est inseree une sequence nucleotidique exogene, provenant d'un 
30 micro-organisme ou d'un virus pathogene. Celte demiere sequence nucleotidique a pour but 
de permettre Texpression d'un compose comprenant une sequence d'acides amines, ce com- 
pose ayant lui-meme pour but de declencher une reaction immune dans un organisme bote. 
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^ 8 

Par generateur "in vivo" d'un compose comprenant une sequence d'acides amines, on 
designe tout un produit biologique capable d*exprimer ledit compose dans Torganisme bote 
dans lequel on a introduit ledit generateur in vivo. Le compose comprenant la sequence 
d'acides amines, peut etre une proteine, un peptide ou une glycoproteine. Ces generateurs in 
vivo sont generalement obtenus par des procedes issus du genie genetique. Plus particulie- 
rement, ils peuvent consister en des micro-organismes tvivants, generalement un virus, 
joiiant le role de vecteur recombinant, dans lequel est inseree une sequence nucleotidique, 
notamment un gene exogene, Ces composes sont connus en tant que tels et utilises notam- 
ment comme vaccin sous unitaire recombinant, A cet egard, on peut se referer a Farticle de 
M. ELOIT et aL, Journal of virology (1990) 21. 2925-243 1 et aux demandes intemationales 
de brevet publiees sous les numeros WO-A-9 1/00 107 et WO-A-94/16681. Les generateurs 
in vivo selon Tinvention peuvent aussi consister en un plasmide recombinant comprenant 
une sequence nucleotidique exogene, capable d'exprimer dans un organisme bote un com- 
pose comprenant une sequence d'acides amines. De tels plasmides recombinants et leur 
mode d'administration dans un organisme bote ont ete decrits en 1990, par LIN et aL, Cir- 
culation 82:2217,2221 ; COX et al, J. of VIROL, Sept, 1993, 67, 9, 5664-5667 et dans la 
demande intemationale publiee sous le numero WO 95/25542. Selon la nature de la se- 
quence nucleotidique comprise dans le generateur in vivo, le compose comprenant la se- 
quence d'acides amines qui est exprime au sein de Torganisrae bote, peut : 

(i) etre un antigene, et permettre le declenchement d'une reaction immune, 

(ii) avoir une action curative vis-a-vis d^une maladie, essentiellement une maladie 
d'ordre fonctionnel, qui s'est declenchee chez l-organisme bote. Dans ce cas, le generateur in 
vivo permet un traitement de Thote, du type therapie genique. 

A titre d'exemple, une telle action curative peut consister en une synthese par le ge- 
nerateur in vivo de cytokines, comme les interleukines, notamment I'interleukine 2. Celles-ci 
permettent le declenchement ou le renforcement d'une reaction immune visant a Telimination 
selective des cellules cancereuses. 

Une composition selon I'invention comprend une concentration en antigene qui de- 
pend de la nature de cet antigene et de la nature du sujet traite. II est toutefois particuliere- 
ment remarquable qu'un adjuvant selon I'invention, permette de diminuer notablement la 
dose habituelle d'antigene requise. La concentration adequate d'antigene peut etre determi- 
nee de maniere classique par I'homme du metier. Generalement, cette dose est de Tordre de 
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0,1 tig / cm"^ a 1 g / cm^ plus generalement comprise entre 1 jig / cm"^ et 100 mg / cm^. La 
concentration dudit generateur in vivo dans la composition selon I'invention depend, la en- 
core, notamment de la nature dudit generateur et de Thote dans lequel il est administre. 
Cette concentration peut etre aisement determinee par Thomme du metier, sur la base d'ex- 
perience de routine. A titre indicatif, on peut toutefois preciser que lorsque le generateur in 
vivo est un micro-organisme recombinant, sa concentration dans la composition selon I'in- 
vention peut etre comprise entre 10^ et 10^^ microorganismes/cm^, de preference entre 10^ 
et 10^^ microorganismes/cm^, Lorsque le generateur in vivo est un plasmide recombinant, sa 
concentration dans la composition selon I'invention peut etre comprise entre 0,01 g /dm" et 
100 g / dm^. Le vaccin tel que defini precedemment, est prepare en melangeant la phase 
adjuvante et la phase antigenique, en ajoutant eventuellement de I'eau ou un milieu diluant 
pharmaceutiquement acceptable. Les exemples suivants illustrent I'invention sans toutefois 
la limiter. .. . 

Exemple 1 

On prepare une solution a 1% d' alginate de sodimn haute viscosite et haute teneur 
en acide guluronique (S ATI ALGFNE™ SG800), • ; -^1. 

On prepare une suspension aqueuse 500 millimolaire d'un sel insoluble d'un sfel in- 
soluble dans Feau, Thydroxyde de calcium. 

On melange 1 ml de la suspension et 20g de la solution d'alginate de sodium, Le 
melange obtenu est disperse au moyen d'un agitateur rapide dans 100 g d'une huile blanche 
minerale (MARCOfc™ 52) contenant 1% en poids d'un agent tensioactif^lipophile, le mo- 
nooleate de sorbitan ou MONTANE™ 80, de nombre HLB egal a environ 4,3. 

On obtient une emulsion qui est acidifiee par quelques gouttes d 'acide acetique 
concentre. Cette emulsion est a phase huile continue; sa phase dispersee est constituee d'un 
complexe gelifie stable d 'alginate de calcium. 

Cette emulsion d'alginate de calcium constitue un adjuvant d'immunite, qui peut etre 
emulsionne avec un milieu antigenique pour former un vaccin de type E/H, stable, a effica- 
cite amelioree. Ce nouvel adjuvant d'immunite peut eventuellement etre melange a un autre 
adjuvant huileux tel que ceux de la famille des MONTANIDE™ ISA, commercialises par la 
societe Seppic avant fabrication du vaccin final.. 
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Exempie 2 

On prepare une solution a 3.5% d'alginate de sodium basse viscosite et haute teneur 
en acide guluronique (SATIALGINE™ S80). 

On prepare une suspension aqueuse 500 millimolaire d'un sel insoluble, le carbonate 
5 de manganese. 

On melange 1 ml de la suspension et 20g de la solution d'alginate de sodium. Le 
melange obtenu est disperse dans 100 g de IvIARCOL™ 52 contenant 2% en poids de 
MONTANE™ 80, au moyen d'un agitateur rapide toumant a 3000 tours / mn pendant 3 
minutes. 

10 On obtient une emulsion qui est acidifiee par quelques gouttes d' acide acetique 

concentre pour solubiliser le carbonate de manganese. 

On obtient ainsi un adjuvant d'immunite qui est une emulsion est a phase huOe 
continue et dont la phase dispersee est constituee d'un complexe gelifie stable d'alginate de 
manganese. 

15 

Example 3 

On realise une solution a 3.5% d'alginate de sodium basse viscosite et haute teneur 
en acide guluronique (SATIALGINE^^^ S80). 

On prepare une suspension 500 millimolaire d'un sel peu soluble, le glycerophos- 
20 phate de manganese. 

On melange 1 ml de la suspension, 20 ml de la solution d'alginate et 1,05 g (5%) 
d'un~agent tensioactif hydrophile, d'oleate de sorbitan polyethoxyle (indice d'OE = 80). le 
MONTANOX™ 80 de nombre HLB egal a 15. Le melange obtenu est disperse dans 100 g 
de MARCOL™ 52, contenant 5% en poids de MONTANE™ 80, au moyen d'un agitateur ' 
25 rapide toumant a 3000 tours / inn pendant 3 minutes. Le nombre HLB du systeme tensioac- 
tif mis en oeuvre (MONTANOX™ 80 -f MONTANE™ 80) est de 6. 

On obtient une emulsion qui est acidifiee par quelques gouttes d'acide acetique 
concentre pour solubiliser le glycerophosphate de manganese et former le complexe 
d'alginate de manganese puis qui est neutralisee a pH egal a 5,5 avec de la soude. L'adju- 
30 vant ainsi obtenu, est une emulsion dont la phase continue est la phase huile et dont la phase 
dispersee est constituee d'un complexe gelifie stable d'alginate de manganese. 
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' L'efficacite de cet adjuvant, est evaluee chez des souris femelles de souche OFl pe- 
sant 20 grammes, auxqueUes on injecte par voie sous cutanea 100 ^il de vaccins contenant 
de rovalbumine grade V (OVA), comme antigene (toutes les preparations ont ete ajustees 
pour que la dose d'antigene administree par animal soit constante et egale a 1 ^g par injec- 
tion). Le sch6ma de vaccination comprend un rappel 28 jours apres la premiere injection. 

Un premier groupe de souris re9oit une dose d'OVA seule sans adjuvant (temoin 1), 
Un second groupe de souris, re9oit un vaccin (A) de type E/H (preparation A), 
constitue d'une partie d'adjuvant huileux standard (MONTANTDE™ ISA 564, commercia- 
lise par la societe SEPPIC) et d'une partie d'OVA dans du serum physiologique (composi- 
tion selon I'etat de la technique). 

Un troisieme groupe de souris, refoit une preparation (B) constituee de trois parties 
de vaccin (A) pour 1 partie d'adjuvant contenant un complexe d'alginate de manganese 
prepare comme decrit ci - dessus, (composition selon I'invention) ^• 

Un quatrieme groupe de souris re5oit une preparation (C) constituee d'une partie de 
vaccin (A) pour une partie d'adjuvant contenant un complexe d'alginate de mangane|e pre- 
pare comme decrit ci - dessus (composition selon I'invention). 

Les taux d'anticorps IgGl et IgG2 sont mesures a J = 28 jours, juste avant le-||ppel 
a J = 56 jours et a J = 90 jours. Les resultats sont consignes dans le tableau suivant. \^ 



Vaccin 


IgGl 


lgG2a 






J28 


J56 


J90 


J28 


J56 


J90 


temoin 1 


100 


1 000.. 


100 


100 


I 000 


100 


Preparation (A) ' 


' 2 400 


32 000 


64 000 


100 


1 000 


2 400 


Preparation (B) 


12 800 


12 800 


96 000 


1 600 


8 000. 


12 800 


Preparation (C) 


64 000 


64 000 


96 000 


2 400 


16 000 


24 000 



Tableau 1 
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Les resultats font apparaitre que I'ajout du complexe d 'alginate de manganese aug- 
mente nettement Tefficacite du vaccin E/H standard (A) a court terme (28 jours), aussi bien 
dans la reponse humorale (IgGl), que dans la reponse cellulaire (IgG2a). Un efFet similaire 
est observe apres le rappel, a 56 jours et a 90 jours. 

5 

Exempte 4 

On prepare un adjuvant d'immunite constitue d'un complexe d'alginate de manga- 
nese emulsionne dans de Thuile minerale comme a Texemple 3. 

On melange une partie de cet adjuvant avec une partie de solution d'ovalbumine dans 
10 du serum physio logique, pour obtenir une preparation interraediaire (1). 

On prepare une emulsion placebo (P) constituee d'une partie d'adjuvant standard 
MONTANIDE™ ISA 564 et d'une partie de serum physiologique. 

L'eflBcacite de cet adjuvant, est evaluee chez des souris femelles de souche OFl pe- 
sant 20 grammes, auxquelles on injecte par voie sous cutanee 100 jil de vaccins contenant 
15 de Tovalbumine grade V (OVA), comme antigene (toutes les preparations ont ete ajustees 
pour que la dose d'antigene administree par animal soit constante et egale a 1 |ig par injec- 
tion). Le schema de vaccination comprend un rappel 28 jours apres la premiere injection. 

Un premier groupe de souris re9oit une dose d'OVA seule sans adjuvant (temoin 1), 

Un second groupe de souris, re9oit un vaccin (A) de type E/H (preparation A), 
20 constitue d'une partie de MONTANIDE™ ISA 564 et d'une partie d'OVA dans du serum 
physiologique (composition selon Tetat de la technique), 

Un troisieme groupe de-souris, re9oit une preparation (D) constituee de trois_p.arties 
de placebo (P) pour une partie de preparation (I) (composition selon Tinvention), 

Un quatrieme groupe de souris re9oit une preparation (E) constituee d'une partie de 
25 placebo (?) pour une partie de preparation (I) (composition selon Tinvention). 

Les taux d'anticorps IgGl et IgG2 sont mesures a J = 28 jours, juste avant le rappel 
a J 56 jours et a J = 90 jours. Les resultats sont consignes dans le tableau suivant. 



30 
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Vaccin 


IgGl 


IgG2a 






J28 


J56 


J90 


J28 


J56 


J90 


lemoin I 


100 


1 000 


100 


100 • 


I 000 


100 


Preparation (A) 


2 400 


32 000 


64 000 


100 


I 000 


1 000 


Preparation (D) 


12 800 


128 000 


128 000 


200 


6 000 


12 800 


Preparation (E) 


12 800 


128 000 


128 000 


200 


9 600 


12 800 



Tableau 2 



Les resultats presentes dans le tableau 2 font apparaitre une nette amelioration de 
5 I'efficacite du vaccin contenant un complexe d'alginate de manganese a court terme (3 = 28 
jours) et apres rappcL Les taux d'anticorps IgGl ne sont pas significativement differents de 
ceux obtenus avec ia methode de preparation du vaccin de Pexemple 3. Ceci demontre que 
les adjuvants selon I'invention sont efficaces, queUe que soit leur methode de mise^en osu- 
\Te, (I'addition a un vaccin huileux standard comme dans Texemple 3 ou bien Tadditiop. a un 
10 milieu antigenique puis addition a un adjuvant huileux standard comme dans J'exemple 4). 

Exempie 5 

On dilue a moitie le complexe d'alginate de manganese emulsionne obtenu a 
I'exemple 3 dans un solvant organique (ether ou alcool isopropylique). Une partie de Thuile 

15 minerale de Temulsion est dissoute et les billes de complexe d'alginate sont isolees par cen- 
trifiigation. Le residu de solvant est evapore et on obtient un adjuvant d'immunite enrichi en 
complexe contenant seulement environ 5% d'huile minerale residueUe. 

L'efficacite de cet adjuvant, est evaluee chez des souris femelles de souche OFl pe- 
sant 20 grammes, auxquelles on injecte par voie sous cutanee 100 de vaccins contenant 

20 de Tovalbumine grade V (OVA), comme antigene (toutes les preparations ont ete ajustees 
pour que la dose d'antigene administree par animal soit constante et egale a 1 ^ig par injec- 
tion). Le schema de vaccination comprend un rappel 28 jours apres la premiere injection. 
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■ Un premier groupe de souris re?oit une dose d'OVA seule sans adjuvant (temoin 1), 
Un second groupe de souris, re9oit un vaccin contenant comme adjuvant, du glyce- 
rophosphate de manganese de fa?on a ce que la concentration en cation Mn soit la meme 
que celJe de la preparation F et contenant la meme quantite d'OVA que la preparation 
F.(temoin 2) (composition selon Tetat de la technique), 

Un troisieme groupe de souris, re9oit une preparation (F) constituee du melange de 
Tadjuvant, enrichi en complexe d'alginate de manganese avec une solution antigenique 
d'OVA pour former une preparation vaccinale (F) contenant 10 |ag / ml d'albumine. 

Les taux d'anticorps IgGl et IgG2 sont mesures a J = 28 jours, juste avant le rappel 
a J = 56 jours et a J = 90 jours. Les resultats sont consignes dans le tableau suivant. 



Vaccin 


IgG! 


IgG2a 




J28 


J56 


J90 


J28 


J56 


J90 


temoin I 


J 00 


I 000 


100 


100 


1 000 


100 


temoin 2 


12 800 


38 000 


10 000 


100 


I 000 


1 000 


Preparation (F) 


2 000 


12 000 


20 000 


100 


1 000 


2 000 



Tableau 3 

L'effet retard de Tadjuvant, "complexe d'alginate de manganese", par rapport au 
temoin 2, cation non complexe, est clairement mis en exadence par les dosages d'anticorps. 

Exempte 6 

On prepare 100 g d'une solution contenant 3,5 g d'alginate de sodium, 1,13 g de 
glycerophosphate de manganese et 5,7 mg d'OVA. 60 g du melange obtenu sont disperses, 
au moyen d'un agitateur rapide toumant a 3000 tours / mn, dans 100 g de MARCOL"^^ 52 
contenant 5% en poids, d'un melange de monooleate de mannitane et d*acide oleique poly- 
ethoxyle, en proportion telle que le nombre HLB du melange est egal a 6. 
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' • On obtient une emulsion qui est acidifiee par quelques gouttes d'acide acetique 
concentre pour solubiliser le glycerophosphate de manganese et former le comp.lexe 

d'alginate de manganese. 

L'emulsion est ensuite portee a pH = 5.5 par ajout de triethanolamine. On obtient un 
5 vaccin (G) constitue de I'antigene OVA et d'un adjuvant huileux compost d'une huile et 
d'un complexe d'alginate de manganese. - . 

L'efficacite de cet adjuvant, est evaluee chez des souris femelles de souche OF! pe- 
sant 20 grammes, auxqueUes on injecte par voie sous cutanee 100 ^il de vaccins contenant 
de I'ovalbumine grade V (OVA), comme antigene (toutes les preparations ont ete ajustees 
10 pour que la dose d'antigene administree par animal soit constante et egale a 1 ng par injec- 
tion). Le schema de vaccination comprend un rappel 28 jours apres la premiere injection. 

Un premier groupe de souris re9oit une dose d'OVA seule sans adjuvant (temoin 1), 
Un second groupe de souris, re9oit un vaccin (A) de type E/H (preparation A), 
constitue d'une partie de MONTANIDE™ ISA 564 et d'une partie d'OVA dans du .'serum 
15 physiologique (composition selon I'etat de la technique), j^*. 

Un troisieme groupe de souris, regoit le vaccin (G) (composition selon I'invention), 
Un quatrieme groupe de souris re9oit une preparation (H) constituee d'une partie du 
placebo (P) prepare a I'exemple 4, et d'une partie de vaccin (G) (composition selon I'inven- 
tion). " ;^ 
20 Les taux d'anticorps IgGl et IgG2 sont mesures a J = 28 jours, juste avant le rappel 
a J = 56 jours et a J = 180 jours. Les resultats sont consignes dans le tableau suivant. 



Vaccin 


IgGl 


IgG2a 




J28 


J56 


J180 


J28 


J56 


J180 


temoin 1 


100 


1 000 


100 


100 


1 000 


100 


Preparation (A) 


2 400 


32 000 


8 000 


100 


1 000 


1 000 


Preparation (G) 


4 800 


32 000 


4 800 


100. 


2 000 


2 000 • 


Preparation (H) 


12 800 


128 000 


12 800 


3 200 


8 000 


4 800 

■ 



Tableau 4 
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^ 16 

Le vaccin G contenant le complexe emulsionne comme adjuvant, est plus eflBcace 
que le vaccin standard A a court terme et d'eflBcacite voisine a plus long terme. 
Le vaccin H contenant un melange de deux adjuvants, est nettement plus performant que les 
5 deux vaccins a un seul adjuvant, aussi bien a court terme qu'apres 56 jours. Une synergic 
est done observee : 

Exemple 7 

On reprend le complexe d'alginate de manganese emulsionne obtenu a I'exemple 3 
10 et on le dilue a moitie dans un solvant organique (ether ou alcool isopropylique). Une partie 
de rhuile minerale de Temulsion est dissoute et les billes de complexe d'alginate peuvent 
etre isolees par centrifiigation. 

Le residu de solvant est evapore et on obtient un adjuvant d'immunite enrichi en 
complexe contenant seulement environ 5% d'huile minerale residuelle. 
15 L'eflGcacite de.cet adjuvant, est evaluee chez des souris femelles de souche OF! pe- 

sant 20 grammes, auxquelles on injecte par voie sous cutanee 100 jil de vaccins contenant 
un antigene parasitaire de larves de Trichinella spiralis (toutes les preparations ont ete ajus- 
tees pour que la dose d' antigene administree par animal soit constante et egale a 5 |ig par 
injection). Le schema de vaccination comprend un rappel 28 jours apres la premiere injec- 
20 tion. 

Un premier groupe de souris, re^oit un vaccin de type E/H, constitue d'une partie de 
MONTANIDE™ ISA-763 et d'une partie d'antigene parasitaire de larves-de- Trichinella spi- 
ralis dans du serum physiologique, (temoin 4), 

Un second groupe de souris, re^oit un vaccin contenant comme adjuvant, du glyce- 
25 rophosphate de manganese de fa9on a ce que la concentration en cation Mn soit la meme 
que celle de la preparation J et contenant la meme quantite d' antigene parasitaire de larves 
de Trichinella spiralis que la preparation J.(temoiji 5), 

Un troisieme groupe de souris, re9oit une preparation (J) contenant 50|ag / ml d'an- 
tigene constituee du melange de Tadjuvant, enrichi en complexe d'alginate de manganese 
30 avec la solution antigenique dWigene parasitaire de larves de Trichinella spiralis (composi- 
tion 5elon I'invention). 
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- Les taux d'anticorps IgGl et IgG2 sont mesur^s ^ J = 14 jours, J = 42 jours et J - 
,90 jours. Les resultats sont consignes dans le tableau suivant. 



Vaccin 


IgGl 




lgG2a 






J14 


J42 


J90 


114 


J42 


J90 


temoin 4 


I 000 


• 100 000 


64 000 


30 


10 000 


5 000 


temoin5 


I 000 


64 000 


10 000 


50 


I 000 


1 000 


Preparation (J) 


1 000 


100 000 


64 000 


200 


20 000 


2 000 



Les resultats font apparaitre que le vaccin selon I'invention est aussi perforrnant a 
court terme, que le vaccui contenant le sel soluble et qu'U est plus perforrnant que le pcin 
de type E/H. A long terme il est presque aussi perforrnant que le vaccin huileux E/H ?t plus 
perforrnant que le vaccin a sel soluble. 



10 Exemole 8 

Les vaccins contenant les diflferents adjuvants decrits dans les exemples I sont 
injectes par vole sous-cutanee k des souris de souche OFl (volume injecte : 100 ^1). L'in- 
tensite des reactions locales au point d'injecUon est notee apres sept jours, sur une echelle 
numerique allant de 0 (pas de reaction) a 5 (tres forte reaction avec necrose du tissus), au 
1 5 bout de 7 jours. Les resultats consignes dans le tableau suivant, font apparaitre que les vac- 
cins contenant les adjuvants selon I'invention sont bien toleres, les reactions locales n'exce- 
dant pas ceUe du temoin A 



Adjuvant 


A 


B 


C 


D 


E 


F 


G 


H 


Score 


1,6 


1,3 


1,6 


1,0 


1,6 


1,5 


0,8 


1,5 
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Revendications 

1 . Composition comprenant une phase grasse, et une quantite non nuUe d'un gel or- 
ganometallique obtenu par complexation d'un polymere anionique ou d'un melange de po- 

5 lymeres anioniques differents, avec un cation metallique multivalent ou un melanges de ca- 
tions metalliques differents. 

2. Composition telle que definie a la revendication 1, dans laqueUe le gel organome- 
tallique est susceptible d'etre obtenu par melange d'un volume Vc d*une suspension ou d'une 
solution contenant le sel de cation multivalent ou un melange de sels de cations multiva- 

10 lents, avec un volume Vp d'une-solution ou d'une suspension contenant le polymere anioni- 
que ou un melange de po lymeres anioniques, en des proportions suffisahtes pour provoquer 
le phenomene de gelification conduisant au gel organometallique, avec si necessaire, agita- 
tion du melange resultant. 

3. Composition tel que definie a Tune quelconque des revendications 1 ou 2, dans 
1 5 laquelle la phase grasse comprend un ou plusieurs composes choisis parmi les huiles d'ori- 

gine minerale, vegetale ou animale, les esters alkyliques desdites huiles, les esters alkyliques 
d'acides gras, les ethers alkyliques d'acides gras, les esters d'acides gras et de polyols ou les 
ethers d'alcools gras et de polyols. 

4. Composition tel que definie a la revendication 3, dans laquelle les esters alkyliques 
20 d'huiles sont choisis parmi les esters methylique, ethylique, propyliques lineaire ou ramifie 

ou butyliques, lineaire ou ramifies, desdites huiles. 

5. Composition tel que definie a rune-queleonque des revendications 3 ou 4, dans 
laquelle les huiles sont choisies parmi les huiles blanches minerales, les huiles d'arachide, 
d'olive, de sesame, de soja, de germes de ble, de pepins de raisin de toumesoK de ricin, de 

25 lin, de soja, de mais, de coprah, de palme, de noix, de noisettes ou de colza, le squalane ou 
le squalene d'olive ou extrait des foies de poissons. 

6. Composition tel que definie a la revendication 3, dans laquelle les esters d'acide 
gras sont choisis les esters d'acides gras comportant de 12 a 22 atomes de carbone, et plus 
particulierement choisis parmi les esters des acides myristique, palmitique, oleique, ricino- 

30 leique ou isostearique. 
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' 7. Composition tel que definie a Tune quelconque des revendications 3 ou 6, dans 
laquelle les esters alkyliques d'acides gras sent choisis paniii Toleate d'ethyle, I'oleate de 
methyle, le myristate d'isopropyie ou le palmitate d'octyie. 

8. Composition tel que definie a la revendication 3, dans laquelle les esters d'acides 
gras et de polyols sont choisis parmi les monoglycerides d'acides gras, les diglycerides d'aci- 
des gras, les triglycerides d'acides gras, les esters d'acides gras avec un polyglycerol, les es- 
ters d'acides gras et de propyleneglycol, les esters d'acides gras avec un hexol, et plus parti- 
culierement avec le sorbitol ou le mannitol ou les esters d'acides gras avec un anhydride 
d'hexol et plus particulierement avec le sorbitane ou le mannitane. 

9. Composition tel que definie a Tune quelconque des revendications 1 a 8, compre- 
nant entre environ 5% et 70% en poids, et plus particulierement entre 15% et 60% en poids 
de phase grasse. 

10. Composition tel que definie a Tune quelconque des revendications 1 a 9, dans la- 
quelle les cations metalliques multivalents sont choisis parmi les cations metalliques diva- 
lents ou trivalents et tout particulierement parmi les cations divalents du calcium, du magne- 
sium, du manganese ou du zinc ou bien les cations trivalents du fer ou de raluminium. 

.11. Composition tel que definie a Tune quelconque des revendications 2 a 10 pour 
laquelle, dans la suspension ou la solution de sels de cations, susceptible d'etre mise en oeu- 
vre pour obtenir le gel organometalUque, la concentration en cations metalliques [C], ex- 
primee en mole par litre de solution ou suspension, est generalement comprise entre environ 
10"' et 10 moles / litre, plus particulierement entre 10"^ et 5 moles / litre et tout particuliere- 
ment entre 0,1 et- 1 mole par litre. 

12. Composition tel que definie a I'une quelconque des revendications 2 a 11 pour 
laquelle, dans la suspension ou la solution de sels de cations, susceptible d'etre mise en oeu- 
vre pour obtenir le gel organometallique, les sels de cations sont choisis parmi les hydroxi- 
des, carbonates, citrates, gluconates, glucoheptonates, friictoheptonates, lactates, acetates, 
propionates, salicylates, chlorures ou les glycerophosphates desdits cations. 

13. Composition tel que definie a la revendication 12 pour laquelle, dans la suspen- 
sion ou la solution de sels de cations, susceptible d'etre mise en osuvre pour obtenir le gel 
organometallique, les sels sont choisis parmi I'hydroxyde de calcium, le carbonate de ma- 
gnesium, le carbonate de manganese, le gluconate de calcium, le gluconate de manganese, le 
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glycerophosphate de manganese, le gluconate de zinc, le fructoheptonate de calcium, le sali- 
cylate d'aluminium ou Tacetate d*aluminium, 

14. Composition tel que definie a la revendication 13 pour laquelle, dans la suspen- 
sion ou la solution de sels de cations, susceptible d*etre mise en oeuvre pour obtenir le gel 
organometallique, le sel est le glycerophosphate de manganese ou un melange de glycero- 
phosphate de manganese et de gluconate de manganese. 

15. Composition tel que definie a Tune queiconque des revendications 2 a 14 pour 
laquelle, dans la suspension ou la solution de polymeres anioniques susceptibles d'etre com- 
plexes avec les cations metaUiques multivalents, les polymeres anioniques sont choisis parmi 
les polymeres sulfates, le dextrane, les carraghenates, les polymeres carboxyUques, les poly- 
acrylates, les pectines, les alginates ou les gommes naturelles, la gomme xanthane ou la 
gbmme de guar. 

16. Composition tel que definie a Tune queiconque des revendications 2 a 15 pour 
laqueUe, dans la suspension ou la solution de polymeres anioniques susceptibles d'etre com- 
plexes avec les cations metalliques multivalents, le polymere anionique mis en oeuvre est un 
alginate de sodium, 

17. Composition tel que definie a Tune queiconque des revendications 2 a 16 pour 
laquelle, dans la suspension ou solution de polymeres anioniques, susceptible d'etre mise en 
oeuvre pour obtenir le gel organometallique, la concentration en polymeres anioniques [P], 
exprimee en pourcentage ponderal de la solution ou de la suspension, est generalement 
comprise entre environ 0,1 % et 10 % en poids, plus particulierement entre 0,5 % et 5 % en 
poTds et tout particulierement entre 1 % et 5 % en poids^ 

18. Composition tel que definie a Tune queiconque des revendications 16 ou 17, 
pour laquelle les proportions en suspension ou en solution de sel du cation et en solution ou 
suspension de polymere anionique pour realiser le melange conduisant a robtention du gel 
organometallique, sont choisies de sorte que le rapport [P] / [C], est compris entre 0,01 et 
100, plus paiticulierement entre 0,1 et 50 et tout particulierement entre 1 et environ 10. 

19. Composition tel que definie a Tune queiconque des revendications 2 a 18, pour 
laquelle les solvants desdites suspensions ou solutions mises en oeuvre pour preparer le gel 
organometalliques sont Teau. 

20. Composition tel que definie a la revendication 19 dans laquelle le gel organo- 
metallique est susceptible d'etre obtenu par melange d'une suspension ou d'une solution 
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aqGeuse contenant un sel de cation, multivalent, avec une solution ou une suspension 
aqueuse contenant un polymere anionique, avec, si necessaire, agitation du melange resul- 
tant. 

21, Composition teUe que definie a Tune quelconque des revendications 1 a 20, sous 
5 forme d'une emulsion et en particulier sous forme d^une emulsion dont la phase continue est 

la phase grasse et la phase dispersee le complexe gelifie polymere anionique - cation metal- 
lique multivalent. 

22. Composition teUe que definie a Tune quelconque des revendications 1 a 22, 
comprenant aussi un ou plusieurs tensioactifs pharmaceutiquement acceptables. 

10 23. Composition telle que definie a la 22, dans les tensioactifs sont choisis parmi les 

agents tensioactifs non ioniques, et plus particulierement parmi les esters de polyglycerols, 
les esters de sucres comme les esters de sorbitan de mannitane ou de saccharose, les esters 
de sucres ethoxyles, les alcools gras alcoxyles, les acides gras ethoxyles, les monoglycerides 
et les diglycerides modifies par reaction avec Tacide acetique ou I'acide lactique; les mono 

15 glycerides, les diglycerides ou les triglycerides ethoxyles, les ethers de sucres, tels que les 
ethers de glucose, les ethers de xylose ou les ethers de lactitol. 

24. Composition teUe que definie a Vune quelconque des revendications 22 ou 23 

dans laquelle, le ou les tensioactifs mis en txuvre sont choisis de fa^on a ce que le HLB du 

tensioactif ou du melange de tensioactifs so it compris entre 4 et 12 et de preference, entre 5 

" 1- 

20 et8. , . ; 

25. Composition telle que definie a Tune quelconque des revendications 22 a 24 
comprenant environ 0,5%-et-10% en poids et de preference entre 1% et 5% en- poids-de 
tensioactifs. 

26. Procede de preparation d'une emulsion telle que defime a Tune quelconque des 
25 revendications 1 a 25, comprenant les etapes suivantes : 

a) la preparation d'une suspension ou d'une solution aqueuse contenant au moins un 
sei insoluble de cation multivalent, au moins un polymere anionique hydrosoluble et even- 
tuellement au moins un agent tensioactif hydrophile ; 

b) I'emulsification de la suspension preparee a I'etape a), avec une phase huileuse 
30 contenant eventuellement un agent tensioactif lipophile : 

c) si necessaire la solubilisation du sel insoluble de cation multivalent par modifica- 
tion de pH de Pemulsion : . : , * - 
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d) eventuellement I'ajout d'un exces de cation multivalent ; et ' 

e) la neutralisation de I'emulsion finale obtenue. 

27. Procede tel que defini a Ja revendication 26 dans lequel I'etape (a) consiste k 
melanger un volume Vc d'une suspension ou d'une solution de sel du cation avec un volume 
Vp d'une solution ou d'une suspension de polymere anionjque, dans un rapport volumique 
VcA^p compris entre 1/ 100 et 1 / 1 et de preference entre 1 / 50 et 1 / 10, soit en versant la 
suspension ou la solution de sel de cation dans la solution ou la suspension de polymere 
anionique avec, si necessaire, agitation du melange resultant, soit en versant la suspension 
ou la solution de polymere anionique dans la solution ou la suspension de sel de cation avec, 
si necessaire, agitation du melange resultant. 

28. Variante du procede tel que defini a I'une des revendications 26 ou 27, dans la- 
quelle, I'emulsion obtenue a I'etape (e) est dissoute dans un solvant de la phase grasse pour 
obtenir une suspension de gel organometallique et la suspension resultante est soumise a 
une centrifugation pour isoler ledit gel. 

29. Utilisation de la composition telle que d^finie a I'une des revendications 1 a 25, 
comme phase adjuvante d'une composition vaccinale. 

30 Procede de preparation d'un vaccin, comprenant I'adjonction comme adjuvant 
d'immunite, d'une quantite efficace de la composition telle que definie a I'une quelconque 
des revendications 1 a 25. 

3 1 . Composition comprenant au moins un antigene ou au moins un generateur in vi- 
vo d'un compose comprenant une sequence d'acides amines et une quantite non nuUe d'une 
composition telle que definie a I'une quelconque des revendications 1 a 25. 
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